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Zusammenfassung 




1. Ester von Polysaccharid Aldonsauren, Verfahren zu ihrer Herstellung und Verwendung 
zur Kopplung an pharmazeutische Wirkstoffe. 

2.1 Bei der Kopplung von Polysaccharid-Derivaten wie z.B. Hydroxyethylstarke (HES) an 
pharmazeutische Wirkstoffe in wasserhaltigem Milieu treten Nachteile in Form von 
unerwOnschten Nebenreaktionen auf. Es soli eine neue Methode zur Kopplung von 
Polysaccharid-Derivaten an pharmazeutische Wirkstoffe gefunden werden in 
wasserhaltigem Milieu bei der diese Nachteile nicht auftreten. 

2.2 Die Aufgabe wird dadurch geiost, dass neue Polysaccharid-Aldonsaure-Ester gefunden 
wurden, mit welchen eine Kopplung der Polysaccharid AldonsSuren an pharmazeutische 
Wirkstoffe im wassrigen Milieu ohne die beschriebenen Nachteile gelingt. 

2.3 Verbesserte Kopplungsmethode von Polysaccharid Aldonsauren an pharmazeutische 
Wirkstoffe im wasserhaltigen Milieu. 



j^^onsauren, Verfahren zu ihrer Herstellt^^i 
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Ester von PolysaccharidUBbnsauren, Verfahren zu ihrer Herstelltmg und 
Verwendung zur Kopplung an pharmazeutische Wirkstoffe 



Die Konjugation von pharmazeutischen Wirkstoffen insbesondere von Proteinen mit 
Polyethylenglycol-Derivaten ("PEGylierung") oder Polysacchariden wie Dextrane oder 
insbesondere HydroxyethylstSrke ("HESylierung") hat in den letztenJahren an Bedeutung 
gewonnen mit der Zunahme an pharmazeutischen Proteinen aus der biotechnologischen 
Forschung. 

Oft haben solche Proteine eine zu kurze biologische Halbwertszeit, welche durch Kopplung 
an die oben angefDhrten Polymeren-Verbindungen wie PEG oder HES gezieit verlangert 
'erden kann. Durch die Kopplung kannen aber auch die antigenen Eigenschaften von 
Proteinen positiv beeinflusst werden. Im Falle von anderen pharmazeutischen Wirkstoffen 
kann durch die Kopplung die Wasserldslichkeit erheblich vergrSflert werden. 
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HES ist das hydroxethylierte Derivat des in Wachsmaisstarke zu uber 95 % vorkommenden 
Glucosepolymers Amylopektin. Amylopektin besteht aus Glucoseeinheiten, die in a-1.4- 
glykosidischen Bindungen vorliegen und a-1 ,6-glykosidische Verzweigungen aufweisen. 
HES weist vorteilhafte rheologische Eigenschaften auf und wird zur Zeit als Volumenersatz- 
mittel und zur Hamodilutionstherapie klinisch eingesetzt (Sommermeyer et aL, Krankenhaus- 
harmazie, Vol. 8 (8, 1987) Seite 271 - 278 und Weidler et. al., Arzneimittelforschung / Drug 
Res., 41, (1991) Seite 494 - 498). 

HES wird im wesentlichen Dber das gewichtsgemittelte mittiere Molekulargewicht Mw , das 
Zahfenmittel des mittleren Molekulargewichts Mn, die Molekulargewichtsverteilung und den 
Substitutionsgrad gekennzeichnet. Die Substitution mit Hydroxyethylgruppen in Atherbindung 
ist dabei an den Kohlenstoffatomen 2, 3 und 6 der Anhydroglucoseeinheiten moglich. Der 
Substitutionsgrad kann dabei als DS ("degree of substitution"), welcher auf den Anteil der 
substituierten GlucosemolekQIe aller Glucoseeinheiten Bezug nimmt, oder als MS ("molar 
substitution") beschrieben werden, womit die mittiere Anzahl von Hydroxyethylgruppen pro 
Glucoseeinheit bezeichnet wird. 
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In DE 196 28 705 und DE 101 29 369 werden Verfahren beschrieben. wie die Kopplung mit 
Hydroxyethylstarke in wasserfreiem Dimethylsulfoxid (DMSO) Qber das entsprechende 
Aldonsaurelacton der Hydroxyethylstarke durchgefuhrt werden kann mit freien 
Aminogruppen von Hamoglobin bzw. Amphotericin B. 
- Da in wasserfreien, aprotischen- Ldsungsmitteln gerade im Falle der Proteine oft nicht 
gearbeitet werden kann, entweder aus LSslichkeitsgrunden aber auch GrOnden der 
Denaturierung der Proteine, stehen auch Kopplungsverfahren mit HES im wasserhaltigen 
Milieu zur Verfugung. Z.B. gelingt die Kopplung der am reduzierenden Kettenende selektiv 
zur Aldonsaure oxidierten Hydroxyethylstarke durch Vermittlung von wasserlSslichem 
Bcarbodiimid EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid) (PCT/EP 02/02928). Sehr 
oft jedoch ist der Einsatz von Carbodiimiden mit Nachteiien behaftet, da Carbodiimide. sehr 
haufig inter- oder intramolekulare Vemetzungsreaktionen der Proteine verursachen als 
Nebenreaktionen. 

Im Falle von phosphatgruppenhaltigen Verbindungen wie Nukleinsauren geiingt die 
Kopplung oft gar nicht, da die Phosphatgruppen mit EDC ebenfails reagieren konnen (S.S. 
Wong, Chemistry of Protein Conjugation and Cross-Linking, CRC-Press, Boca Raton, 
London, New York, Washington D.C., 1993, Seite 199) . 

^^^s bestand daher die Aufgabe, solche aktivierten Derivate von Hydroxyethylstarke oder 
anderen Polysacchariden zu finden, die in rein wassrigen Systemen oder auch in LSsungs- 
mittelgemischen mit Wasser die Kopplung an Proteine oder andere Wirkstoffe gezielt erm6g- 
lichen, ohne die oben beschriebenen Nachteile aufzuweisen. 

Es wurde nun Oberraschender Weise gefunden, dass aus den am reduzierenden Kettenende 
selektiv zu den Aldonsauren oxidierten Hydroxyethylstarken sowie anderen Polysacchariden 
wie z.B. Wachsmaisstarke-Abbaufraktionen in trockenem aprotischem Losungsmittel wie 
Dimethylacetamid (DMA) oder Dlmethylformamid (DMF) azide Alkohole wie N-Hydroxy- 
Succinimide zum entsprechenden Ester hergestellt werden konnten. Solche Ester kdnnen 
als aktivierte Sauren aufgefasst werden. Sie setzen sich im wassrigen Milieu mit 



Dp^fcu (stabileren) Amiden urn. Als Ne^^e 




nukleophilen Nhfe-Gruppe^b (stabileren) Amiden urn. Als NeBlffreaktion tritt eine 
Verseifung mit Wasser auf zur freien SSure und zum freien Alkohol. 

Die Umsetzung mit HES-Aldonsauren, z.B. mit N-Hydroxy-Succinimid gelingt in trockenem 
DMA unter Wasserausschiuss mit EDC in glatter Reaktion bei Raumtemperatur zum HES- 
Saure-N-Hydroxy-Succinimid-Ester. Dabei ist insbesondere Qberraschend, dass keine 
Nebenreaktion der HES-MolekGle eintritt Qber die Reaktion der im extremen Clberschufi 
vorliegenden OH-Gruppen der Anhydroglucosen mit EDC sowie die Umlagerungsreaktion 
des primer gebildeten O-AcyMsoharnstoffs aus EDC und der AldonsSure zum 
entsprechenden N-Acyl-Harnstoff unterdrQckt wird. 

Die HES-Aldonsaure-Ester konnen aus der LSsung in DMA durch trockenes Ethanol, 
Isopropanol oder Aceton gefailt und durch mehrfaches wiederholen des Vorganges gereinigt 
werden. Solche HES-Saure-Ester konnen dann in Substanz isoliert zur HESylierung 
verwendet werden. Dabei treten dann keine Nebenreaktionen wie oben beschreiben mit 
EDC-aktivierter Saure auf. 



Weitere geeignete acide Alkohole zur Hersteliung der HES oder HES-Saure-AIdonsaure- 
Ester sind in der Literatur aufgefGhrt. (V.H.L. Lee. Ed. Peptide and Protein Drug Delivery, 

larcel Dekker, 1991, S. 65). 
Vorteilhafterweise kann z.B. auch das sulfonierte N-Hydroxysuccinimid eingesetzt werden 
oder aber auch Phenolderivate. Ebenfalls kann vorteilhaft N-Hydroxy-Benzotriazol als 
Alkohol-Komponente verwendet werden. 

Als Aldonsaure-Komponente kdnnen geeignete Hydroxyethylstarke-Fraktionen, die selektiv 
am reduzierenden Kettenende zur entsprechenden Aldonsaure gemafi dem Stand der 
Technik oxidiert worden sind, eingesetzt werden aber auch andere Starkederivate wie z.B. 
Hydroxypropylstarke. Ebenfalls kommen infrage die in der deutschen Patentanmeldung 
102 17 994 beschriebenen hyperverzweigten Starkefraktionen. 
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Beispiele 

Beisplel 1 

Herstellung von HES 10/0.4 - Saureester mit N-Hydroxy-Succinimid 
5 g getrocknete, am terminalen reduzierenden Kettenende selektiv nach DE 196 28 705 
oxidierte Hydroxyethylstarke mit einem mittleren Molekulargewicht Mw = 10.000 Dalton und 
einem Substitutionsgrad MS = 0,4 werden in 30 ml trockenem Dimethylacetamid bei 40 °C 
geldst und nach AbkOhlen der Ldsung mit der 10fachen molaren Mengen N-Hydroxy- 
Succinimid versetzt unter FeuchtigkeitsausschlulJ. Danach wird die zur HES-Saure 
quimolare Menge EDC portionsweise zugegeben und 24 Stunden nach Zugabe der 
Reaktionsansatz ausreagieren gelassen. Das Reaktionsprodukt wird anschlieftend mit 
trockenem Aceton gefallt und zur Reinigung mehrfach umgefallt. 
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Beispiel 2 

Herstellung von Hes 10/0,4 - Saure gekoppeltem Myoglobin 

15 mg Myoglobin werden in 20 ml destilliertem Wasser gelost und der pH-Wert mit Natron- 
lauge auf 7,5 eingestellt. Zu der LSsung werden 1,5 g HES 10/0,4 - Saure N-Hydroxy- 
Succinimid, hergestellt nach Beispiel 1, uber 1 Stunde portionsweise zugegeben und der pH- 

ert konstant bei 7,5 gehalten durch Zugabe von Natronlauge. 
Der Ansatz wird Qber Nacht rQhren gelassen. 

Die Bildung von hesyliertem Myoglobin wird uber Gel-Permeationschromatographie mit einer 
Ausbeute von 70 %, bezogen auf das eingesetzt Myoglobin, bestimmt. 
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PatentansprUche 

1 . AldonsSure-Ester von selektiv am reduzierenden Kettenende zu Aldonsauren oxidierten 
Starkefraktionen oder StSrkefraktions-Derivaten. 

2. Aldonsaure-Ester gemali Anspruch 1, wobei die Starkefraktionen Abbaufraktionen des 
Amylopektins sind. 

•3. AtdonsSure-Ester gemafi Anspruch 2, wobei die Abbaufraktionen des Amylopektins 
durch SSureabbau und/bder Abbau durch a-Amylase von Wachsmaisstarke gewonnen 
werden. 

k 

4. Aldonsaure-Ester gemafJ Anspruch 3, wobei die Starkefraktionen ein mittleres 
Molekufargewicht Mw von 2.000 - 50.000 Dalton aufweisen und eine mittlere 
Verzweigung von 5-15 mol% a-1 ,6-glykosidischen Bindungen. 

5. Aldonsaure-Ester gemafl Anspruch 1 , wobei die Starkefraktions-Derivate Hydroxyethyl- 
Derivate von Abbaufraktionen der Wachsmaisstarke sind. 

6. Aldonsaure-Ester gemafi Anspruch 5, wobei das mittlere Molekulargewicht Mw der 
Hydroxyethylstarke-Fraktionen im Bereich von 2 - 300.000 Dalton liegt und der 
Substitionsgrad MS zwischen 0,1 und 0,8 liegt sowie das C2/C6-Verhaltnis der 
Substituenten an den Kohlenstoffatomen C2 und C6 der Anhydroglucosen zwischen 2 
und 1 5 liegt. 
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7. Aldonsaure-Ester gemaft AnsprOchen 1-6, wobei die Alkoholkomponente N-Hydroxy- 
Succinimid, Sulfo-N-Hydroxysuccinimid, substituierte Phenole Oder Hydroxy-Benzotriazol 
ist. 

8. Aldonsaure-Ester gemaft Anspruch 1-6, wobei die Alkoholkomponente N-Hydroxy- 
Succinimid und Sulfo-N-Hydroxysuccinimid ist 

9. Verfahren zur Herstellung von Aldonsaure-Ester gemali Anspruch 1-8 dadurch 
gekennzeichnet, dass die wasserfreien Aldonsauren bzw. Aldonsaure-Lactone in 
wasserfreien aprotischen Losungsmittel wie Dimethylsulfoxid (DMSO), N - 
Methylpyrrolidon, Dimethylacetamid (DMA) Oder Dimethylformamit (DMF) gelost werden, 
gegebenenfalls unter Warme, dem Ansatz in 5- bis 50-fachem Oberschuli die 
Alkoholkomponente und sodann portionsweise EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)- 
carbodiimid) in 1- bis 3-molarem OberschulS zur Aldonsaure zugegeben werden und 
dann den Ansatz 24 Stunden bei Raumtemperatur ausreagieren ISsst. 

10. Verfahren zur Herstellung von mit Polysacchariden oder Polysaccharid-Derivaten an an 
freien Aminofunktionen gekoppelten pharmazeutischen Wirkstoffen dadurch 
gekennzeichnet, dass Ester der am reduzierenden Kettenende selektiv zur Aldonsaure 
oxidierten Polysaccharide bzw. Polysaccharid-Derivate damit umgesetzt werden unter 

• Ausbildung von stabilen Amidbindungen. 

11. Verfahren nach Anspruch 10 dadurch gekennzeichnet, dass die Ester Ester von 
N-Hydroxy-Succinimid, Sulfo-N-Hydroxysuccinimid, substituierte Phenole oder Hydroxy- 
Benzotriazol sind. 

12. Verfahren nach Anspruch 11 dadurch gekennzeichnet, dass die Ester Ester von Hydroxy- 
Succinimid und Sulfo-N-Hydroxysuccinimid sind. 
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13.Verfahren nach AnsprGchen 10, 11 und 12 dadurch gekennzeichnet, dass die 
Polysaccharide Abbaufraktionen der Wachsmaisstarke sind und ihrer Hydroxyethyl- 
Derivate. 
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